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Abstract   Metagenomic cosmid library, containing 7 000 clones with more than 30 kb inserts and covering about 210 
Mb metagenomic DNA of uncultured microorganisms from the deep sea sediment of east Pacifi c, was constructed, and 18 
independent clones expressing protease activity were isolated from the library. The analysis of 16S rRNA showed that these 
proteases originated from Pseudomonas, Stenotrophomonas and Vibrio, respectively. Ten proteases were selected for further 
study based on the comparison of their activities and 16S rRNA sequence. The results indicated that the optimal pH and 
temperature for their activities ranged between 7~10 and 10~40 °C, respectively. The Pro20 protease had the lowest optimal 
temperature at 10 °C. The Pro1 protease had better potential for exploitation owing to some virtues including high activity at 
low temperature, better resistant for high pH and temperature. Fig 6, Ref 16
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摘  要   提取东太平洋深海沉积物宏基因组DNA，构建了未培养微生物宏基因组文库. 该文库平均插入片段30 kb以
上，含有7 000个克隆，含外源DNA总长度约为210 Mb. 从文库中筛选到18个产胞外蛋白酶的克隆，16S rRNA分析表明，
它们分别来源于假单胞菌(Pseudomonas)、寡养单胞菌(Stenotrophomonas)和弧菌(Vibrio) 3个菌属. 根据活性大小及来
源菌株的16S rRNA序列比较，选择10个蛋白酶进行酶学性质分析，结果表明，它们的最适作用pH值在7~10之间，最适
作用温度在10~40 ℃之间. 其中Pro20蛋白酶最适作用温度最低，为10 ℃；Pro1蛋白酶具有最适作用温度低(20 ℃)、pH
耐受性好、热稳定性较好等特性，具有良好的应用开发潜力. 图6 参16
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SuperCos 1 Cosmid Vector k it和 Gigapack I I I  XL 
Packaging Extract购自Stratagene公司；T4 DNA连接酶购自






略加修改 . 在5 g样品中加入核酸提取缓冲液[100 mmol/L 
Tris-HCl (pH 8.0)，100 mmol/L Na2-EDTA (pH 8.0)，100 
mmol/L Na3PO4缓冲液(pH 8.0)，1.5 mol/L NaCl，1% CTAB]
和蛋白酶K(终浓度200 μg/mL)，并加入溶菌酶(终浓度1 mg/
mL)和2% SDS，混合均匀，于摇床中50 ℃低速振荡过夜；裂
解液经13 000 r/min离心5 min后，在上清液中加入等体积的











入500 μL噬菌体稀释液混匀，并加入25 μL氯仿后于4 ℃保
存. 以10 μL已包装的Cosmid为单位，分批次转染宿主菌E. coli 
EPI 100-T1，并涂布于LB(含200 μg/mLAmp)的培养基上进行
培养，取适量新鲜LB培养基加入培养皿，用涂布棒将菌株全
























min和2 h，之后在pH 8的Tris–甘氨酸缓冲液中，于30 ℃下检
测蛋白酶剩余活力的大小，以此分析蛋白酶的热稳定性. 
2  结 果
2.1  宏基因组文库构建








插入片段大小在30 kb以上，至少包含了210 Mb的DNA信息.  






菌引物27F (5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’)和1492R (5’ 
GGTTACCTTGTTACGACTT 3’) [14]扩增16S rRNA基因. PCR
图1  深海沉积物宏基因组DNA脉冲电泳检测
(分子量标准为：λmix DNA)
Fig. 1  The pulse fi eld gel electrophoresis of metagenomic DNA of deep sea 































Fig. 2  Part of the BamH I digestion results of cosmid library
M. λDNA/EcoR I+Hind III；其余为克隆酶切后的结果 
M: λDNA/EcoR I+Hind III; Other lanes for the digestion results
图3  产蛋白酶克隆16S rRNA基因的系统发育树
Fig. 3  Phylogenetic tree of 16S rRNA of clones producing protease
图4  温度对部分蛋白酶活力的影响
Fig. 4   Effect of temperature on activities of some proteases
图5  pH对部分蛋白酶活力的影响
Fig. 5   Effect of pH on activities of some proteases
图6  部分蛋白酶的热稳定性
Fig. 6   Effect of temperature on stability of some proteases
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稳定性较好，在50 ℃保温120 min后仍保持大约50%的剩余活
力(图6)，而Pro15、Pro20、Pro25这3个蛋白酶的热稳定性最差
，在50 ℃保温50~60 min后即基本丧失活力. 

























用温度越低，对高温越敏感 [15, 16]. 而我们所获得的蛋白酶中，
Pro1、Pro27、Pro28的热稳定性较好，其中除了Pro28蛋白酶的









序列和蛋白结构具 有较 好的研究意义 . 目前投入 工业应用
的大多数是碱性蛋白酶，在所获得的蛋白酶中，Pro1、Pro4和
Pro25蛋白酶最适作用温度较低(20 ℃)，最适作用pH为9~10，
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